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RESUMO

A cultivar Bourbon apresenta elevado potencial para producéo de cafés
de alta qualidade, sendo muito valorizada no mercado de cafés especiais. Sabe-
se que diversos fatores influenciam na qualidade de bebida. Acredita-se, no
entanto, que a interacdo genoétipo e ambiente apresenta uma das mais relevantes
contribuigdes para a definicdo da qualidade final da bebida do café. Diversos
descritores quimicos e bioguimicos tém sido usados para estudar as alteracdes da
qualidade do café, entre eles carboidratos, enzimas, lipidios e proteinas. As
proteinas, além de importantes componentes na formacdo do sabor e aroma do
café durante a torracdo, também possuem papel fundamental no metabolismo do
grdo cru, contribuindo na definicdo da sua composicdo quimica. Este trabalho
foi realizado como o objetivo de se estudar o perfil protedmico diferencial da
interagdo entre trés genotipos de Bourbon e um de Mundo Novo cultivados em
dois ambientes a fim de relacionad-los com a qualidade de bebida. Os perfis
protedmicos foram obtidos por meio de eletroforese bidimensional, usando o
sistema Multiphor Il (GE Lifesciences), sendo os géis corados com azul de
Comassie G250, com posterior anélise das imagens. Foram considerados spots
diferencialmente expressos, aqueles que apresentam diferenca de expressao de
pelo menos 2X e resultado significativo no teste T. Pontos proteicos que
apresentaram fortes evidéncias de interferéncia na qualidade da bebida foram
selecionados para posterior sequenciamento e obtencdo da confirmacgdo dessa
associacdo. Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que existem
diferencas no perfil proteico de um mesmo genétipo cultivado em ambientes
diferentes, mantendo-se as mesmas praticas culturais, de colheita e p6s-colheita,
e também, diferencas entre os trés gendtipos estudados quando cultivados em
um mesmo ambiente e com as mesmas praticas culturais. Porém, ainda nédo se
sabe o nivel de interferéncia dessa variacdo proteica na qualidade da bebida dos
cafés nem de que forma isso ocorre, ap6s 0 sequenciamento, essa relacdo podera
ser tracada e as proteinas que realmente forem atuantes, poderdo ser usadas de
inimeras formas, por exemplo, como marcadores moleculares de qualidade ou
entdo, no melhoramento genético de cafeeiro, ajudando na obtencdo de cafés de
melhor qualidade. Essa pesquisa evidencia a eficiéncia da ferramenta protedmica
em estudos de qualidade de bebida de café, gerando margem a diversos outros
trabalhos futuros, que serdo de suma importancia.

Palavras-chave: Café. Qualidade. Proteinas. Bourbon. Ambiente.



ABSTRACT

The Bourbon cultivar has a high potential for producing high quality

coffee, being very valuable for the specialty coffee market. It is known that
several factors influence the beverage quality. It is believed, however, that the
genotype interaction and the environment has one of the most important
contribution to the final quality definition of the beverage coffee. Several
chemical and biochemical descriptors have been used to study changes of
quality coffee, including carbohydrates, enzymes, lipids and proteins. Proteins,
besides important components in the formation of flavor and coffee aroma
during roasting, also have a fundamental role in the raw grain metabolism,
contributing to define their chemical composition. This work was carried out as
the objective to study the differential proteomic profile of the interaction among
three genotypes of Bourbon and a New World grown in two environments in
order to relate them with the beverage quality. The proteomic profiles were
obtained by dimensional electrophoresis, using the Multiphor 1l system (GE
Lifesciences) and the gels stained with Comassie blue G250, with subsequent
image analysis. Spots were considered differentially expressed, those having an
expression difference of at least 2X, and result in significant T test.
Proteinic points that showed strong interference evidence on beverage quality
were selected for further sequencing and obtaining confirmation of this
association. The results obtained in this study showed that there are differences
in the protein profile of the same genotype grown in different environments,
while maintaining the same cultural practices, harvest and post-harvest, and also
differences among three genotypes studied when grown in the same environment
and with the same cultural practices. But still do not know the interference level
of this proteic variation in beverage quality of the coffee or even how this
occurs, after sequencing, this relation can be traced and the proteins that are
actually active, can be used from many ways, for example, as molecular markers
of quality or in the genetic coffee improvement, helping in obtaining better
quality coffees. This research demonstrates the effectiveness of the proteomic
tool in studies of beverage quality coffee, generating margin to several other
future works, that will be of paramount importance.

Keywords: Coffee. Quality. Proteins. Bourbon. Environment.
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1 INTRODUCAO

Enquanto alguns paises do mundo sdo conhecidos por produzirem cafés
diferenciados, classificados como especiais, no Brasil, a maior parte da producao
de cafés € commodity. Para atender as demandas do mercado, os produtores tém
procurado cada vez mais fornecer cafés de melhor qualidade ou especiais.

Vérios fatores afetam a qualidade da bebida, como por exemplo,
ambientais, genéticos, colheita, pds-colheita e armazenamento (LOPES, 2000).

A variedade Bourbon tem se destacado como uma étima opcdo para a
producdo de cafés especiais (FAZUOLI et al., 2007). No entanto, encontram-se
cultivados diversos genétipos denominados Bourbon em diferentes ambientes,
resultando em padrdes diversificados de qualidade de bebida. Até o momento,
ndo se sabe qual a combinacdo ideal entre os genétipos de Bourbon existentes
em diferentes ambientes para que tenha a expressdao maxima de qualidade.
Acredita-se que tal correlacdo seja possivel, identificando assim, o genotipo de
Bourbon mais adequado para cada ambiente.

Para investigar essa interacdo, diversas ferramentas estdo disponiveis.
Dentre elas, a protedbmica apresenta-se como promissora ja que possibilita a
analise do conjunto de proteinas expressas num determinado tecido e momento
fisioldgico, gerando subsidios para investigagbes de processos bioquimicos e
possiveis funcdes das proteinas no metabolismo que envolve o sabor e aroma
dos graos de café (DI CIERO; BELLATO, 2002).

As proteinas contribuem significativamente na qualidade da bebida de
varias formas, como por exemplo, durante a torrefacdo, interacdes entre aclcares
redutores e o grupamento amino de aminodacidos, peptideos ou mesmo de
proteinas durante a rea¢do de Maillard, sdo tidas como essenciais nos processos
envolvidos no desenvolvimento do sabor e do aroma (REINECCIUS, 1995).

Essas participam de outras maneiras também, como por exemplo, atuando na
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forma de enzimas, desencadeando transformacdes cruciais no grdo (AMORIM,
1987).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi identificar o perfil
protedmico diferencial de gendtipos de Bourbon em dois ambientes, a fim de
selecionar spots possivelmente influenciaveis na qualidade de bebida dos cafés
analisados, além de tentar verificar uma possivel interferéncia dos ambientes sob

os perfis protedmicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O café no Brasil

A producdo comercial de café baseia-se principalmente em duas
espécies da familia Rubiaceae proximamente relacionadas, Coffea canephora e
Coffea arabica. O café arabica foi descrito por Rossetti (2007) como precursor
de um sabor suave, aromatico, para ser bebido puro sem nenhum “blend”.
Segundo 0 mesmo autor é a espécie mais complexa, com 44 cromossomas e s
pode fazer cruzamentos com plantas da mesma espécie, 0 que evita casamentos
negativos. A area plantada com as espécies Coffea arabica e C. canephora no
pais totaliza 2.351,3 mil hectares. Comparativamente & area plantada em 2011,
foram acrescentados 73.148,2 hectares (referéncia). Em Minas Gerais esta
concentrada a maior area com 1.208,8 mil hectares, predominando o café arabica
com 97,7%. A érea total estadual representa 51,4% da area cultivada com café
no Pais, e consequentemente o primeiro do ranking nacional (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2012).

A producdo de Minas Gerais esta estimada em 26.335.499 sacas de café
na safra 2012, com produtividade média de 25,84 sacas de café por hectare. Em
comparagdo com a safra anterior, a estimativa sinaliza aumento da producdo
cafeeira em 18,73%. Nota-se aumento de 4,69% quando se compara a producdo
das safras 2010 e 2012, safras de bienalidade positiva. No entanto, esse aumento
ndo se deve basicamente a bienalidade positiva da cultura, mas também a
melhora dos tratos culturais das lavouras, incentivados pela recuperagdo dos
precos de comercializacdo do café. Tal crescimento sé ndo foi maior em razéo
das intercorréncias climaticas observadas em algumas regides do Estado, que
podem restringir o potencial produtivo das lavouras na atual safra (CONAB,
2012).
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O café esteve regulado por muitos anos pelo Instituto Brasileiro do café
com o objetivo de aumentar o valor total das exportacGes. Dessa maneira, o café
de menor qualidade era misturado ao de melhor, 0 que o caracterizava como
commodity, mas aumentava o volume de produto exportado (MORICOCHI;
MARTIN 1994; ZYLBERSZTAJN et al., 2001).

Com fim da regulamentacdo, os produtores passaram a mudar de
estratégia na sua producdo, de forma a acompanhar mudangas ocorridas no
mercado consumidor, que ficou mais seletivo, passando a dar mais importancia a
questdo de sustentabilidade da producéo e qualidade da bebida (LEAO; PAULA,
2010). Assim, em decorréncia dessa crescente mudanca na preferéncia do
consumidor, observa-se maior busca e valorizacdo por melhor qualidade,
estando esses novos consumidores dispostos a pagarem mais pelos atributos
desejados. Para o café, esses atributos podem ser tangiveis, ou seja, atributos
como o sabor e 0 aroma da bebida, além dos pardmetros intangiveis, como
producdo sustentavel ou com responsabilidade social (CHAGAS et al., 2009;
LEAO; PAULA, 2010). Nesse contexto, encontram-se 0s cafés especiais,
definidos pela National Coffee Association - NCA (2008), como cafés de
altissima qualidade, plantados e cultivados de maneira peculiar num
determinado local, apresentando elevado potencial de producdo de aroma e
sabor apds a torra, estando isentos de defeitos. Segundo Souza, Saes e Otani
(2002), as possibilidades de diferenciacdo do café, ultrapassam a qualidade final
da bebida, podendo seus atributos de qualidade apresentar ampla gama de
conceitos, desde caracteristicas fisicas, origens, variedades, cor e tamanho ou
sensoriais, cComo corpo e aroma e até preocupacdes de ordem ambiental e social,
como os sistemas de producéo e as condi¢cGes da mao de obra sob as quais o café
é produzido (referéncia). Zylbersztajn et al. (2001) definem cafés especiais da

seguinte forma:
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O conceito de cafés especiais esta intimamente ligado ao
prazer proporcionado pela bebida. Tais cafés destacam-se
por algum atributo associado ao produto, ao processo de
producdo ou a servico a ele relacionado. Diferenciam-se por
caracteristicas como qualidade superior da bebida, aspectos
dos grdos, forma de colheita, tipo de preparo, historia,
origem dos plantios, variedades raras e quantidades
limitadas, entre outras. Podem também incluir parametros
de diferenciacdo que se relacionam a sustentabilidade
econémica, ambiental e social da producéo.

Devido a grande concorréncia mundial, o café brasileiro tem se
adequado as exigéncias do mercado consumidor e, com isso, diversas técnicas
estdo sendo utilizadas para a andlise de qualidade do café (GONZALEZ-RIOS,
2007).

No Brasil foi criada a Associacdo Brasileira de Cafés Especiais (BSCA)
gue fornecem os cafés mais finos produzidos no pais, que sdo garantidos por
certificados de qualidade expedidos apds controle de qualidade efetuado por
especialistas e provadores da propria BSCA e de empresa especializada
independente.

Dentre os cafés com potencial para a producédo de especiais, destaca-se a

variedade Bourbon que vem sendo amplamente utilizada para esse fim.

2.2 Qualidade do Bourbon

A variedade Bourbon pertence a espécie Coffea arabica L., que é um
alotetrapoide, com 2n=4x=44 cromossomos, sendo a Unica espécie autdgama,
apresentando 10% de alogamia (MENDES et al., 2002). Esse cafe foi
introduzido no Brasil em 1859, com a chegada das sementes de Bourbon
Vermelho (C. arabica cv Bourbon Vermelho) provindas da Ilha da Reunido,
com intuito de aumentar a produtividade e a qualidade (TAUNAY, 1939).

Porém mais tarde, no Estado de Sao Paulo foram encontrados frutos de Bourbon
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de coloracdo amarela, um provavel hibrido natural entre Bourbon Vermelho e
Amarelo de Botucatu, que mais tarde o Instituto Agronémico, num plano de
melhoramento, verificou ser ainda mais produtiva que o Bourbon Vermelho
(CARVALHO et al., 1994).

Fazuoli et al. (2005) caracteriza as plantas de Bourbon, como sendo
vulneraveis a ferrugem, possuindo porte médio/alto, maturacao precoce e frutos
de coloracdo avermelhada ou amareladas e sementes com peneira média de
16mm. Ainda segundo o mesmo autor, seu plantio para producdo de cafés
especiais é indicado em regiGes com altitudes acima de 1000 m. Tal
caracteristica é favorecida pela maturacdo precoce segundo Salvadoran Coffee
Council (2009).

Mendonga et al. (2007) encontraram valores maiores de agUcares totais
na variedade Bourbon Amarelo em relacdo a Bourbon Vermelho, podendo ser
um indicativo de que a maior disponibilidade desses compostos faz com que
aumente a producéo de volateis responsaveis pelo aroma da bebida, a partir da
maior participacéo desses no processo de torra.

Figueiredo (2010) analisou sensorialmente genétipos da variedade
Bourbon em trés diferentes ambientes, notando variagdes quanto a qualidade de
bebida apresentada entre os genotipos e que um mesmo gendtipo pode expressar

qualidades diferentes de bebida em ambientes diferentes.

2.3 Qualidade de bebida do café

Para o café, a boa qualidade da bebida é aquela que apresenta sabor e
aroma agradaveis, bom corpo, acidez natural e suavidade ao paladar (BOREM,
2004). A classificacdo da bebida é gerada a partir da andlise sensorial, mais

comumente conhecida como “prova de xicara”.
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Dentre as diversas metodologias para a avaliacdo sensorial de cafés
especiais, a mais indicada é aquela preconizada pela Associacdo Americana de
Cafés Especiais, onde sdo avaliados os seguintes atributos: fragrancia/aroma,
sabor, acidez, corpo, sabor residual, docura, uniformidade, xicara limpa,
equilibrio e avaliacdo global. Essa técnica de avaliacdo considera como cafés
especiais, cafés que obtiveram nota igual ou superior a 80 pontos
(FIGUEIREDO, 2010).

A qualidade da bebida de café é determinada pelos componentes
quimicos precursores de sabor e aroma que se encontram no endosperma e que
dependem do processo de torracdo utilizado (ABRAHAO, 2007). Os principais
constituintes do grdo de café e suas propor¢des, segundo Hoffman (2001) sdo: 6-
12 % de proteinas, 8-11% de agua, 13-20 % de lipideos, 6-9% de 4acidos
clorogénicos, 1-2,5% de cafeina, 7-30% de agUcares, 3-4 de minerais, 15-20 de
celulose.

O sabor e o aroma da bebida café sdo complexos, resultantes da
presenca combinada de varios constituintes quimicos volateis e ndo volateis,
entre eles os &cidos, aldeidos, cetonas, aglcares, proteinas, aminoécidos, &cidos
graxos, compostos fenolicos, incluindo também a acéo de enzimas em alguns
desses constituintes, dando produtos de rea¢Ges, compostos que interferirdo no
sabor da prova de xicara. Dentre esses compostos, 29 ja foram identificados
como o0s principais responsaveis pelo aroma caracteristico do café torrado e
moido (SARRAZIN et al., 2000).

O aroma da bebida de café é formado por uma mistura extremamente
complexa de inlmeros compostos volateis que apresentam qualidades de aroma,
intensidades e concentraces diferentes, sendo que cada um contribui de uma
maneira diferente (MOREIRA; TRUGO; DE MARIA, 1999).

Vérios fatores interferem diretamente na qualidade final da bebida

alterando a composicdo quimica do grdo, dentre eles, influéncia genética,
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ambiental e cultural, além dos métodos de colheita, processamento e
armazenamento (LOPES, 2000; SILVA; PEREIRA, 2004). Durante a torragéo,
varios processos bioguimicos complexos estdo relacionados a cor, sabor e aroma
da bebida, dentre eles, a degradagéo de acidos clorogénicos, agucares, proteinas,
entre outros (LOPES, 2000).

Contudo, existe uma grande dificuldade em relacionar a composicao
guimica do grdo de café com a qualidade da bebida, devido a complexidade dos
processos. Assim, fica evidente a necessidade de estudos mais aprofundados,
capazes de elucidar tal ligacdo, selecionando rotas metabolicas e moléculas
contribuintes no sabor e aroma da bebida. Nesse contexto, destacam-se as
proteinas por apresentarem uma gama enorme de informagfes bioldgicas e por

participarem de varias formas na formagao do sabor e aroma da bebida.

2.4 Proteinas na qualidade do café

De acordo com Hofman (2007), o grdo de café apresenta teor de
proteinas de 6-12%. Esses polipeptideos no gréo café estéo livres no citoplasma
ou ligados a polissacarideos da parede celular, sendo desnaturadas durante a
torracdo. O teor de proteina do café cru pode variar com a idade e variedade da
planta, e também com o estadio de maturagéo dos frutos (PIMENTA, 1995).

A importancia das proteinas na qualidade da bebida de café esta
relacionada a sua participacdo na reacdo de Maillard, a partir das interacdes
estabelecidas com agUcares redutores e o grupamento amino de aminoacidos e
peptideos, sendo fundamentais no desenvolvimento do aroma e sabor da bebida.
Tal reacdo ocorre durante a torracdo, e € responsavel pela producdo de aromas e
coloracdo escura em diversos alimentos (HO et al., 1993 citado por ABREU,
2008).
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Selmar et al. (2001) destacam que a alanina € um importante aminoacido
no desenvolvimento de compostos aromaticos durante a torracdo de café,
participando da reacdo de Maillard. Alanina, asparagina, acido glutdmico, &cido
aspartico e serina representam aproximadamente 80% dos aminodcidos livres
em sementes de café (SHIMIZU; MAZZAFERA, 2000).

Além disso, as proteinas participam na desaminagdo espontanea de
residuos de asparagina e glutamina (REINECCIUS, 1995). Durante a torracdo
do café, na presenca de calor, essa desaminacdo leva a producdo de uma
molécula de amobnia, que uma vez livre pode sofrer uma série de reacdes
produzindo pirazinas responsaveis pelo aroma torrado do café. Porém em alta
guantidade pode prejudicar o sabor da bebida. (HO et al., 1992; HO et al., 1993
citado por ABREU, 2008).

No que se referem as enzimas, essas tém grande importancia na
qualidade de bebida de café, sendo que sua atuacdo pode contribuir tanto para
uma melhor qualidade, quanto para uma menor, dependendo da sua funcdo e
nivel de expressao.

Varias transformagdes quimicas que ocorrem no gréo do café, quando o
teor de 4gua é elevado levando a uma bebida de qualidade inferior, sdo de
natureza enzimatica, uma vez que as enzimas sao constituintes do proprio grao
ou de microrganismos (AMORIM, 1978).

Ludwing et al. (2000), mostraram que as proteases tém papel de
importancia na qualidade da bebida, sdo especificas e agem promovendo a
guebra de determinadas proteinas e liberando aminoacidos que estardo
envolvidos na realocacdo e formacéo de novas proteinas relacionadas ao aroma e
sabor. Tais enzimas tém acdo crucial na sintese de determinadas proteinas,
controlando sua forma, tamanho e destruicdo (SCHALLER, 2004).

A literatura tem mostrado que juntamente com as proteinas, aminoacidos

e compostos fendlicos, a atividade diferencial de algumas proteases pode ter
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uma relagdo que explique muito da variacdo ocorrida em plantas cultivadas em
regibes diferentes, podendo estas ser influenciadas por fatores como a
temperatura (SHIMIZU; MAZZAFERA, 2000; SILVA et al., 2005). A
temperatura esta diretamente ligada a qualidade final da bebida em plantas de
diferentes regides, ja que essa pode influenciar nos niveis de expressdo de
proteases, modificando o perfil proteico encontrado nos frutos (SILVA et al.,
2005).

Amorim e Silva (1968) mostraram correlacdo positiva entre a enzima
polifenoloxidase e a qualidade do café, indicando que cafés de pior qualidade
exibem baixa atividade enzimatica da polifenoloxidase. Segundo Carvalho et al.
(1994), qualquer condicdo adversa sofrida pelo gréo, interfere na atuacdo da
enzima sobre os polifendis, diminuindo sua agdo e facilitando sua oxidacéo,
influenciando no sabor e aroma do café apds a torra.

O estudo do perfil proteico dos gendtipos de café em resposta ao
ambiente e a sua atuagéo na qualidade de bebida, pode contribuir para a criagéo
de um padrdo do melhor gendtipo a ser cultivado de acordo com as
caracteristicas de cada local, ou através de programas de melhoramento, obter
novos genotipos capazes de expressar uma qualidade ideal de bebida. Entretanto,
as proteinas representam apenas uma das moléculas que contribuem para a

qualidade final da bebida.

2.5 Proteoma

Di Ciero e Bellato (2002) e Lancas et al. (2003), afirmam que o termo
protedmica foi criado em 1.995 por Wilkins e Willians, com intuito de abranger
todas as proteinas expressas por um genoma.

Ainda de acordo com Di Ciero e Bellato (2002), a proteémica pode ser

vista como uma ferramenta da biologia molecular, que objetiva elucidar a
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distribuicdo das proteinas na célula, identificar e caracterizar proteinas
individuais de interesse e principalmente elucidar as suas associac@es e funges.

Na &rea de protebmica de café, alguns trabalhos recentes podem ser
citados, como Guimardes (2007), que analisou a protebmica diferencial de
Coffea canephora sob condigdes de déficit hidrico; Koshino et al. (2007) que
fizeram a anélise protedmica de embribes zigdticos e endosperma em sementes
de Coffea arabica. Ramos et al. (2007) que também analisaram o estresse
hidrico em cafeeiro, entre outros.

Atualmente, diversas ferramentas vém sendo desenvolvidas para
facilitar as analises protedmicas, mas de acordo com Di ciero e Bellato (2002),
duas técnicas foram as mais comumente empregadas para protedmica e ainda
prevalecem: eletroforese bidimensional que faz a separacdo, deteccdo e
guantificacdo das proteinas, e espectrometria de massa, responsavel pela
identificagdo dessas com auxilio eficaz da bioinformatica.

A eletroforese bidimensional é um método de separacéo eficiente porque
todas as proteinas em uma amostra sdo separadas simultaneamente fornecendo
informagbes Uteis sobre ponto isoelétrico, massa molecular, expressao,
abundancia relativa e modificagdes pos-traducionais, verificadas pela alteracéo
da mobilidade eletroforética (PANDEY; MANN, 2000).

Segundo Rocha et al. (2005), o principio das técnicas de eletroforese
estd baseado no movimento migratorio de moléculas, entre elas as proteinas, sob
a influéncia de um campo elétrico ao qual determina a velocidade da migracéo,
sendo essa influéncia também, pela carga, tamanho, forca i6nica da proteinas e
da viscosidade e temperatura do meio de separacao.

De acordo com Silva e Silva, Corréa e Reis (2007), a eletroforese
bidimensional consiste em duas etapas de separacdo, sendo essas criadas de
acordo com propriedades das proteinas. Na primeira etapa, denominada primeira

dimensao, as proteinas sdo separadas em um gel de poliacrilamida com gradiente
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de pH de acordo com sua carga elétrica. Nesse caso, quando submetidas a um
campo elétrico, as proteinas migram sob uma tira de gel (Immobilized pH Gel -
IPG), até que atinjam seu ponto isoelétrico, ponto onde suas cargas ficam
neutras, interrompendo a migracdo sendo também denominada focalizacdo
isoelétrica (IEF). Na segunda etapa, chamada segunda dimensdo, as proteinas
que j& foram separadas por IEF, agora sdo separadas de acordo com sua massa

sendo submetidas a uma eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida.

2.6 Fatores que afetam a composi¢do quimica do gréo

Dentre os fatores que afetam a composic¢do quimica do grdo, alguns séo

destague, como ambientais, genéticos, tratos colheita e pds-colheita.

2.6.1 Ambiente

Segundo a National Coffee Association - NCA (2008), as condicdes
geogréficas ideais para plantio de cafés de qualidades elevadas séo alta altitude,
como ja foi mencionado, além de solo fértil.  Dessa forma, sdo regides
localizadas ao redor da zona equatorial, onde durante o dia as temperaturas sdo
elevadas e, a noite, baixas, sendo fatores determinadas no que diz respeito a
qualidade da bebida.

Camargo, Santinato e Cortez (1992), afirmam que as temperaturas ideais
para a cultura de café arabica, variam entre 18 a 22° e deficiéncias hidricas
inferiores a 150 mm anuais. Ainda segundo o mesmo autor, a diferenca quanto a
qualidade da bebida entre as regides, ocorre porque onde sdo cultivados cafés de
bebidas inferiores, as condi¢cBes do clima, de colheita e de processamento do
fruto propiciam maior aparecimento de microrganimos, causando a deterioracéo

dos gréos.
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Cortez (1997) afirma que em regides de clima mais quente e/ou Umido
no periodo da colheita, o ciclo de maturacdo é mais curto, fazendo com que 0s
frutos no estadio cereja passem para passa de forma mais acelerada, havendo
grande risco da fermentacdo inicial dos frutos (acética e latica) evoluir
rapidamente para as fases seguintes (propionica e latica), que afetam a qualidade
da bebida de forma prejudicial.

O estadio cereja é o momento onde o fruto se apresenta no seu grau
maximo de maturacdo, com sua composi¢cdo quimica completamente
desenvolvida, o que lhe permite expressar todo seu potencial de qualidade da
bebida (FAVARIN et al., 2004).

Em algumas regides cafeeiras do Estado de So Paulo, as temperaturas
mais elevadas reduzem os ciclos entre florada e a maturacdo de gréos,
especialmente na fase final do ciclo. Essa condicdo afeta a translocacdo de
compostos fendlicos do interior do endosperma para as camadas superficiais,
impedindo uma coincidéncia entre a migracdo total desses compostos e o ponto
ideal de colheita. Isso confere um carater adstringente e metélico, dando origem
a classificacdo de bebida dura. As mesmas consideracdes séo encontradas para a
transformacdo do triptofano em serotonina. Em altitudes mais elevadas, com
temperaturas mais amenas, a transformacdo ocorre de forma completa, assim
como a translocacdo de compostos fenolicos, condicdo essencial para a classe da
bebida Mole (ORTOLANI et al., 2000).

Decazy et al. (2003) ao estudarem a qualidade da bebida de café, em
diferentes ambientes em Honduras, mostraram que altas altitudes e baixo indice
pluviométrico, interferem de forma favoravel na qualidade da bebida,
produzindo graos maiores e com maior quantidade de lipideos.

Silva e Pereira (2004), em seu trabalho também estudaram a influéncia

da altitude nas propriedades sensoriais da bebida do café em amostras colhidas
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em regiGes com variacOes de altitude de 720 a 1120m, mostraram que maiores
altitudes, possibilitam a producéo de cafés de melhor qualidade.

Segundo Fazuoli et al. (2007), o plantio da cultivar Bourbon Amarelo
para a produgdo de cafés especiais s6 seria indicada em regides de maiores
altitudes e temperaturas mais baixas, garantindo a melhor distribuicdo de

maturacdo dos frutos e obtendo melhor qualidade.

2.6.2 Genotipo

De um modo geral a qualidade da bebida em C. arabica é considerada
muito boa, sendo as cultivares Tipica, Bourbon Vermelho e Bourbon Amarelo
consideradas excelentes no que se refere a qualidade da bebida (FAZUOLI et al.,
2007).

Lopes (2000) ao avaliarem a qualidade de grdos de café de diferentes
cultivares de Coffea arabica L. , concluiram que a qualidade de bebida de
diferentes cultivares poderd variar em funcdo das diferencas entre os
componentes quimicos do grdo e, contudo, sofrer efeito das condigdes
ambientais, tratos culturais, colheita e processamento aos quais sdo submetidos.

Mendonca et al. (2007) em seu trabalho analisou 16 cultivares de café,
dentre elas a cultivar Bourbon Amarelo, concluindo que as cultivares avaliadas
possui diferencas na composi¢do quimica do gréo cru, sendo possivel inferir a
existéncia de influéncia do gendtipo sobre tais caracteristicas.

Lopes (2000) avaliou alguns constituintes quimicos dos grdos crus de
uma mistura de frutos de oito cultivares de C. arabica L. e observou variacoes
significativas nos teores de sélidos solUveis, extrato etéreo, aglcares e proteina
bruta.

Fazuoli et al. (2007), indicam para a producdo de cafés especiais, as

cultivares Bourbon Amarelo, Bourbon Vermelho e Icatu precoce e ainda afirma
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que a excelente qualidade da bebida de cultivares que sdo 100% arabica ou tipo
arabica desenvolvidos no Instituto Agronémico de Campinas, é devido a

participacdo do Bourbon na formacdo das mesmas.
2.6.3 Colheita e pds-colheita

Os processos de colheita e pos-colheita também sdo capazes de
influenciar na composi¢do quimica final do gréo de café (BOREM, 2008).

2.6.3.1 Colheita seletiva

Segundo Borém (2008), para a producdo de cafés de alta qualidade, a
colheita seletiva é a mais indicada, j& que nesse caso, resultara numa

uniformidade dos frutos, sendo em sua totalidade maduros.

2.6.3.2 Lavagem e separacdo hidraulica

Previamente a lavagem, ocorre a abanacdo, onde impurezas leves como
folhas e gravetos sdo retirados. Em seguida, é feita a separagdo hidraulica dos
frutos por diferenca de densidade, formando um lote de frutos cereja e verde,
que sdo mais densos, e outro, formado pelos frutos boia. Essa etapa também
permite a retirada de impurezas que ndo foram removidas anteriormente
(BOREM, 2008).

2.6.3.3 Preparo por via seca e via Umida

De acordo com Borém (2008), a via umida pode resultar em trés formas
distintas de processamento: café despolpado, café cereja descascado e café
desmucilado e as etapas ocorridas nesse processo geralmente acarretam na

formacdo de cafés com bebidas de qualidade superior.
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Taveira (2009) afirma que o tipo de processamento e secagem pode
afetar enzimas e proteinas essenciais na preservacao da qualidade, englobando a
fase de germinacdo e também de manutencdo e regeneracdo dos tecidos dos

gréos.

2.6.3.4 Secagem

A secagem faz-se necessaria, pois no momento da colheita, hd uma alta
umidade, gerando condigdes favoraveis para deterioracdes, devido a respiracao,
oxidacdes, fermentacdes e ocorréncias de fungos e bactérias.

Segundo Borém (2008), altas temperaturas e taxas de secagem estdo
entre os fatores principais causadores de perda de qualidade do café durante a
po6s-colheita, afirmando que a secagem ideal acontece de forma que a adgua seja
removida vagarosamente, evitando processos fermentativos.

De acordo com Afonso Janior e Corréa (2003) temperaturas mais
elevadas do ar de secagem, pode ter como consequéncia, danos nas membranas
celulares ou desorganizagdo dos componentes celulares, desnaturacdo de
proteinase, entre outras, causando o decréscimo da qualidade.

Livramento (2008) analisou o perfil protedbmico de cafés natural e
despolpado, submetidos a dois processos de secagem, sendo eles, secagem ao sol
em terreiros e secagem com ar aquecido a 60° C. O autor observou que os cafés
despolpados apresentaram quantidade maior de spots, isto &, pontos proteicos
nos geis em relacdo ao café natural, concluindo que além do tipo de
processamento, a temperatura do ar pode ter contribuido para a diminuicdo de

spots no café natural.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacdo das amostras

Este estudo foi feito com base na pesquisa realizada por Figueiredo
(2010) que analisou sensorialmente amostras de cafés das safras 2009 e 2010 de
14 gendtipos cultivados em trés diferentes locais: Sdo Sebastido da Grama, SP;
Lavras, MG e em Santo Antonio do Amparo, MG. Essas regibes foram
escolhidas por serem polos produtores de café, por serem produtoras da
variedade Bourbon, bem como por apresentarem caracteristicas edafoclimaticas
distintas.

Desses 14 geno6tipos foram selecionados trés Bourbons Amarelo
tomando-se como base aqueles que nas trés regides obtivera: notas altas (G1),
notas baixas (G2) e notas variaveis (G3) (Quadro 1). A variedade Mundo Novo,
por ser um café amplamente comercializado no pais foi escolhido como
testemunha. Entretanto, as analises protedmicas foram realizadas apenas com 0s

frutos cultivado na cidade de Sdo Sebastido da Grama e Lavras.

Quadro 1 Média de notas da analise sensorial dos cafés colhidos nas safras de

2009 e 2010
Notas sensoriais
Denominacéo Gendtipo Sao Sebastido
Lavras
do Grama
G1 Bourbon Amarelo 81,23 82,13
G2 Bourbon Amarelo 78,90 79,58
G3 Bourbon Amarelo LCJ9 80,98 79,98
G4 Mundo Novo IAC 502/9 82,01 79,22

Fonte: Figueiredo (2010)
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3.2 Caracterizacdo das regides de cultivo

A cidade de S&o Sebastido da Grama esté localizada na regido mogiana
do Estado de S&o Paulo a uma altitude de 1300 metros, com solo classificado
como Latossolo Amarelo de textura média. A regido teve sua temperatura do ar
e precipitacdo monitorados durante 0 experimento, apresentando uma
temperatura média anual de 20°C e precipitacdo média anual de 1560 mm.

Lavras esté localizada na regido Sul do Estado de Minas Gerais, a uma
altitude de 950 metros, com solo classificado como Latossolo Vermelho de
textura argilosa. A regido teve sua temperatura do ar e precipitacdo monitorados
durante o experimento, apresentando uma temperatura média anual de 20,4°C e

precipitacdo média anual de 1460 mm.

3.3 Coleta, processamento e armazenamento dos frutos

Os frutos submetidos a analise protedmica foram colhidos na safra de
2010 por Figueiredo (2010). A colheita foi realizada de forma manual e seletiva,
qguando a maioria dos frutos de cada parcela atingiu o estado de maturacdo
cereja. Em seguida, foi feita a separacdo hidréulica dos frutos por diferenca de
densidade. Posteriormente, nova separagdo manual foi realizada na porcdo de
frutos cerejas garantindo-se apenas a presenca de frutos maduros. Cerca de 20L
de frutos cereja, foram descascados, originando o café cereja descascado (CD).
Em seguida, as amostras foram secadas em peneiras, com moldura de madeira e
tela com malha de 2,00 x 1,00 mm, fabricadas em fios de polietileno, de 1m?
dispostas sobre terreiro pavimentado. Cada peneira recebeu 7L de café
descascados. As amostras foram resolvidas vinte vezes ao dia. Na primeira noite,
a tela foi mantida descoberta, e nas noites seguintes, coberta com pano. A

espessura da camada, equivalente a 7 L m?, foi mantida até o café atingir a meia
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seca, com teor de agua de, aproximadamente, 25% (b.u). Em seguida, dobrou-se
a espessura da camada de café. Tais procedimentos foram realizados até o café
atingir teor de &gua de 11% (b.u). Todos os procedimentos de colheita e
processamento foram realizados segundo Borém (2008).

Apbs a secagem, as amostras foram embaladas em sacos de papel,
revestidos com polietileno, e mantidas em camara com temperatura controlada,
abaixo de 15°C e Umidade Relativa controlada em 60%, por um periodo de 60
dias. Concluido esse periodo, as amostras foram beneficiadas. Em seguida, tanto
0s grdos mocas como todos os defeitos foram retirados, permanecendo somente
0s gréos chatos separados em peneiras com crivos circulares de 19 a 16/64 avos
de polegada.

Posteriormente, as amostras, foram congeladas a -80° C até serem

submetidas as analises protedmicas.

3.4 Andlise protedmica

Cada analise foi feita em triplicata para garantia total dos resultados
obtidos, atingindo entdo um total de 12 analises para cada colheita.

Para a extracdo das proteinas totais os grdos foram submetidos a
maceracdo com nitrogénio liquido, com auxilio de graal e pistilo de porcelana.
As proteinas foram extraidas de 200-300mg do pulverizado com 660ul de
tampédo de lise contendo 7M ureia, 2M tiureia, 14mM de trizma base (GE
Lifesciences), 100ul do coquetel de inibidores de proteases (GE Lifesciences),
12 unidades de DNasel (1mg/ml), 20ul de RNase A (1mg/ml), 0,2% (v/v) Triton
X-100, 60mM CHAPS (GE Lifesciences) e 17,5Mm DTT (GE Lifesciences). A
mistura foi homogeneizada em vortex e colocada em gelo. Apo6s quinze minutos,

os tubos foram centrifugados a 17,5xg, por dez minutos, a 4°C. O sobrenadante
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com as proteinas totais foi novamente centrifugado e estocado a -20°C, em
aliquotas de 100pl.

As amostras de proteinas foram quantificadas por densidade Otica, de
acordo com o método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina
(BSA) como padréo, pelo espectofotdbmetro Gene Quant (GE Lifesciences).

Para analise da integridade foram escolhidas ao acaso, dez amostras de
proteinas totais extraidas que foram visualizadas em gel de poliacrilamida 12%
(m/v), com intuito de observar a integridade das mesmas e a eficiéncia do
método de extracdo. A separacdo das proteinas foi feita por eletroforese,
realizada pelo sistema miniVE (GE Lifesciences), a 100V, 400mA e 50W,
durante uma hora e quarenta minutos.

A eletroforese bidimensional foi feita no Laboratério Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, utilizando o sistema
Multiphor 1l (GE Lifesciences). Nessa analise, as proteinas foram separadas por
focalizacdo isoelétrica, utilizando-se 18 cm de fita com pH imobilizado, entre 3-
10 (Immobiline Drystrips - GE Lifesciences). As fitas para focalizacdo
isoelétrica foram reidratadas no suporte de reidratagdo individual em canaletas
(Reswelling Tray GE Lifesciences) por 15 horas, a temperatura ambiente, em
tampéo tiureia/ureia, contendo 7M ureia, 2M de tiureia, 1% (v/v) IPG Buffer
(GE Lifesciences), 2% CHAPS (p/v), 1,8mM DDT e azul de Bromofenol. Nas
canaletas foi aplicado o volume final de 340ul de tampdo contendo 230ug de
proteinas. Apos posicionar as fitas nas canaletas, 2,0ml de Cover Fluid (GE
Lifesciences) foram aplicados sobre cada fita. A focalizacdo isoelétrica ocorreu a
15°C, a 150V, por um minuto; 150V por trés horas; 500V por trés horas; 3500V
por cinco horas; e 3500V por doze horas, atingindo um total de 55KVh. Ao final
da focalizacdo, as fitas foram armazenas em tubos de vidro estéreis, a -80C, até

o inicio da eletroforese de segunda dimenséo.
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Previamente a eletroforese de segunda dimensdo, as fitas foram
equilibradas em solugdo contendo 6M ureia, 29% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS,
75Mm Tris-HCI 1,5M, pH 8,8, 0,002 (p/v) azul de bromofenol 1%, com 65mM
DDT, referente ao primeiro passo, e no segundo passo, com 0,2M
iodoacetamina, sem o uso de DTT. Cada passo teve duragdo de 30 minutos sob
agitacdo. Cada fita foi uma a uma, colocada sobre o gel de poliacrilamida 12,5%
homogéneo (GE Lifesciences), ao lado do tampdo solido (Buffer - GE
Lifesciences), na extremidade negativa da cuba. A eletroforese de segunda
dimenséo ocorreu a 15°C, a 600V, 20mA, 30W, durante 35 minutos e a 600V,
50mA, 30W por uma 1 hora e 40 minutos ou até que o marcador de corrida
atingisse o tampdo solido na extremidade positiva.

Para coloragdo dos geis, esses foram inicialmente colocados por trinta
minutos em uma solucéo de fixagdo contendo 7% (v/v) de &cido acético, 40%
(v/v) metanol e, em seguida, transferidos para a solucéo de coloragdo contendo
quatro partes de solugdo com 0,1% (p/v) de azul de Comassie G-250, 2% (v/v)
acido fosforico e 15% (p/v) sulfato de amoénio mais uma parte de metanol,
submetidos a agitagdo por 48 horas. Posteriormente, foram neutralizados por 3
minutos com solucédo contendo 1,2% (p/v) Tris-Base e pH 6,5 aferido com &cido
fosforico. Em seguida, lavados com solugdo contendo 25% (v/v) de metanol e
armazenados em solucdo contendo 20% (p/v) de sulfato de aménio.

Os géis corados tiveram suas imagens digitalizadas em scanner de alta
resolucdo (ImageScanner, GE Lifesciences) equipado com o programa Ulmax
MagicScan 4.6, em modo transmissivo, com 300dpi. As analises das imagens
foram feitas através do programa ImageMaster 2D Platinum 5.0 (GE
Lifesciences). Para a deteccdo dos spots, os géis foram alinhados e agrupados,
para a determinacdo dos volumes de cada spot. Em seguida, foram feitas as
analises dos grupos, classes e teste estatistico (Teste T de Student). Dessa forma,

foram realizadas trés analises: na primeira, todos os gendtipos cultivados na
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cidade de Sdo Sebastido da Grama, foram comparados entre si, dois a dois, hum
total de seis andlises, fazendo uma analise do perfil diferencial dos genoétipos
cultivados num mesmo ambiente. Na segunda, foram feitas as mesmas analises,
porém, com os genotipos cultivados na cidade de Lavras. E na terceira, cada
genédtipo foi comparado consigo mesmo, porém, obtidos de ambientes
diferentes, Lavras e S8o0 Sebastido da Grama. Foram considerados como um
ponto de proteina diferencialmente expressa, spots com alteracdo na expressao

de pelo menos, 2X e um resultado significativo no teste T de Student (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram subdivididos de acordo com as analises, num total de trés:
analises de cafés cultivados em Sdo Sebastido da Grama, analises de cafés

cultivados em Sao Sebastido da Grama e analises entre os dois ambientes.

4.1 Analises de cafés cultivados em Sao Sebastido do Grama

As analises protedmicas realizadas a partir de cafés cultivados somente

em S&o Sebastido da Grama estdo descritas abaixo.

4.1.1 Analise dos géis

Em geral, foi encontrada uma média de 89 spots nas amostras
analisadas. Os géis ndo apresentaram variagdo grande com relacdo ao nimero de
spots (Figura 1), sendo o gel correspondente ao café Bourbon de notas variaveis
(G3), o que apresentou maior nimero, em média 91 spots seguido pela
testemunha Mundo Novo, com média de 90 e por fim, o Bourbon de melhores
notas (G1) e o Bourbon de notas mais baixas (G2), com média de 89 spots. Tais
resultados ainda ndo permitem estabelecer relacdo entre 0 nimero de spots e a
qualidade da bebida. Livramento (2008) ao analisar cafés também secados em
terreiro encontrou média de 360 spots e 252, respectivamente, para café
descascado e natural. No entanto, deve-se considerar que nesse caso VAarios
outros fatores podem ter influenciado, tais como formas de processamento, outro

gendtipo, além de diferentes ambientes.
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Figura 1 Géis bidimensionais referentes ao: (A) café de melhor qualidade
sensorial — G1, (B) café de menor qualidade — G2, (C) café de
qualidade varidvel — G3 de acordo com o ambiente de cultivo e (D)
testemunha — G4

4.1.2 Analises comparativas

Primeiramente foram feitas as analises comparativas entre a testemunha

e 0s Bourbons e depois, somente entre os Bourbons, como descrito abaixo.

4.1.2.1 Testemunha (Mundo Novo) x Bourbons

Foram encontrados diversos pontos proteicos diferencialmente expressos

entre a testemunha e o0s genotipos de Bourbon.
4.1.2.1.1 Mundo Novo (G4) x Bourbon de maiores notas (G1)
Apdbs a comparacdo dos spots por diferenca de porcentagem de volume,

foram encontrados também, oito spots com diferencas quantitativas variando de
2X até 17X (Tabela 1).
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Tabela 1 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,

com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Mundo Novo Bourbon de maiores notas Variagao relativa
(G4) (G1)

1386 0,25 0,52 ++ 2,08 X

2157 0,23 0,67 ++ 2,91 X

1149 0,02 0,07 ++ 3,50 X

944 0,06 0,14 ++ 2,33 X

1148 0,08 0,16 ++ 2,00X

715 0,11 0,35 ++ 3,18 X

722 0,03 0,16 ++ 5,33 X

2189 0,01 0,17 ++ 17,00 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em

triplicatas.

Em todos os spots houve abundancia proteica maior no tratamento G1

em relacdo a testemunha (Figura 2). Os spots que mais se destacam

guantitativamente foram 722 e 2189, apresentado variacfes proteicas de 5,33X e

17X, respectivamente. Nota-se que o spot 2189 é quase inexistente na

testemunha, podendo ser esse um potencial marcador da expressdo genotipica.

G1 Testemunha G1 Testemunha
.13186 13 £ 044 94_.1"
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Figura 2 Detalhes comparativos de partes dos geéis bidimensionais, mostrando 0s

sete spots com diferenca de abundéancia proteica significativa
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4.1.2.1.2 Mundo Novo (G4) x Bourbon de notas mais baixas (G2)

Apobs a comparacao dos spots por diferenca de porcentagem de volume,
foram encontrados apenas dois spots com diferencas quantitativas de 2,54X e
11X (Tabela 2).

Tabela 2 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Mundo Novo Bourbon de notas mais baixas  Variacéo relativa
(G4) (G2)
715 0,11 0,28 ++ 2,54 X
2189 0,1 0,11++ 11,00 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

Nessa analise, os dois pontos proteicos com diferencas de abundancia,
foram mais expressos em G2 (Figura 3), particularmente o 2189.

Testemunha G2

‘ T15 15
x + *

- e . - . -

2189 2189

l l

Figura 3 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando os
dois spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.1.2.1.3 Mundo Novo (G4) x Bourbon de notas variaveis (G3)

Apdbs o alinhamento, 71,6% dos spots formaram grupos e a partir da

analise por porcentagem de volume, foi possivel a identificacdo de oito spots
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que apresentaram variacao diferencial entre 2,74X e 5,42X (Tabela 3). De todos
esses spots, sete apresentaram abundancia proteica maior na testemunha Mundo

Novo em relagcdo ao G3 (Figura 4), a excecdo do 715.

Tabela 3 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado significativo
no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Mundo Novo Bourbon de notas variaveis Variacgao relativa
(G4) (G3)
1300 0,74 ++ 0,27 2,74 X
1487 0,12 ++ 0,04 3,00 X
621 0,40 ++ 0,14 2,85 X
619 0,44 ++ 0,13 3,38 X
1304 0,29 ++ 0,09 32X
715 0,11 0,39 ++ 3,54 X
867 0,42 ++ 0,08 5,25 X
2152 0,38 ++ 0,07 5,42 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em trés
triplicatas.

Os pontos proteicos que mais se destacam quantitativamente nesse caso
foram 867 e 2152, com aumento na quantidade de proteinas de 5,25X e 5,42X

em relagdo a testemunha, respectivamente.

Testemunha G3 Testemunhal G3

= 1300 1300 ; JLE Blp ™
: v -
e »

Figura 4 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando os
oito spots com diferenca de abundancia proteica significativa
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Comparando a testemunha Mundo Novo com os trés gendétipos de
Bourbon, o Unico spot que apresentou diferengas quantitativas nas trés analises,
foi o 715, sendo sempre mais expresso nos Bourbons que no Mundo Novo.
Outro spot que merece destaque € 0 2189 que se apresenta mais expresso nos
gendtipos de melhor (G1) e pior qualidade (G2) em relagdo a testemunha. Como
este spot encontra-se em maior expressdo nos genoétipos de alta e baixa
qualidade, é provavel que ndo exista uma relacdo entre esse spot e a qualidade.
Outro ponto interessante, € que dentre todos 0s spots aqui considerados
diferencialmente expressos esses apresentam-se com maior abundancia proteica
nos genotipos de Bourbons ( G1 e G2) quando comparados ao Mundo Novo, No
G3 apenas o spot 715, num total de oito apresenta-se com uma maior abundancia
proteica no genotipo de Bourbon. Essa maior expressdo numérica nos Bourbons
pode estar relacionada ao potencial desse genétipo para producdo de melhor

bebida, relativamente ao Mundo Novo.

4.1.2.2 Andlise entre Bourbons

Foram encontrados diversos pontos protéicos diferencialmente expressos

entre os genotipos de Bourbon.

4.1.2.2.1 Bourbon de notas variaveis (G3) x Bourbon de notas mais altas
(G1)

Apdbs a comparacdo dos spots por diferenca de porcentagem de volume,
foram encontrados 10 spots com diferengas quantitativas variando de 2,08 X até
7,12X (Tabela 4).
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Tabela 4 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de notas Bourbon de notas Variagao relativa
variaveis (G3) mais altas (G1)

2189 0,04 0,11 ++ 2,75 X
1300 0,27 0,94 ++ 3,48 X
1197 0,03 0,18 ++ 6,00 X
816 0,40 1,12 ++ 2,8 X
1386 0,25 0,52 ++ 2,08 X
1487 0,04 0,17 ++ 4,25 X
1354 0,35 0,88 ++ 2,51 X
619 0,13 0,59 ++ 4,53 X
867 0,08 0,57++ 7,12 X
1369 0,53 1,11 ++ 2,09 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

Nessa analise, os 10 spots diferencialmente expressos apresentaram uma
abundancia proteica maior no tratamento G1 em relacdo ao G3 (Figura 5).

Destacando-se o spot 867, com maior diferenca proteica.
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Figura 5 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando os
10 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.1.2.2.2 Bourbon de notas variaveis (G3) e Bourbon de notas mais baixas
(G2)

Apbs a comparacdo dos spots por porcentagem de volume, foram

encontrados seis spots apresentando diferencas quantitativas (Tabela 5).

Tabela 5 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de notas Bourbon de notas Variagao relativa
variaveis (G3) mais baixas (G2)
872 0,20 0,43 ++ 2,15 X
1622 0,16 0,41 ++ 2,56 X
619 0,13 0,46 ++ 3,63 X
621 0,14 0,36 ++ 2,57 X
867 0,08 0,34 ++ 4,25 X
2152 0,07 0,51 ++ 7,28 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.
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Os spots 867 e 2152 destacam-se por apresentarem uma maior diferenca
na quantidade proteica, 4,25X e 7,28 X respectivamente. No geral, todos os
spots diferencialmente expressos apresentaram maior abundancia proteica no

tratamento G2 em relacdo ao G3 (Figura 6).

G3 G2 G3 G2

= 8 = . - - ‘.'.
i E 621 621

Figura 6 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando os
seis spots com diferenca de abundéncia proteica significativa

Fazendo uma comparacdo geral, do genétipo Bourbon de notas variaveis
(G3), com os demais, observa-se que os pontos proteicos de G3 apresentam
sempre em menor abundancia. Dois pontos proteicos apresentaram diferengas de
expressdo em todos os casos, spot 867 e 619. Uma vez que a maior abundancia
ocorreu entre gendtipos de notas altas e baixas, ndo é possivel relaciona-la com a

qualidade.

4.1.2.2.3 Bourbon de melhores notas (G1) x Bourbon de menores notas (G2)

Foram encontrados quatro spots apresentando diferencas quantitativas

em relagdo a porcentagem de volume (Tabela 6).
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Tabela 6 VVolume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots
SPOT Bourbon de melhores  Bourbon de menores Variagao relativa

notas (G1) notas (G2)
722 0,20 ++ 0,08 2,50 X
1149 0,06 ++ 0,02 3,00 X
1487 0,17 ++ 0,05 3,40 X
1042 0,17 ++ 0,08 2,12 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

Nessa andlise também, todos os spots diferencialmente expressos
apresentaram abundancia proteica maior no tratamento G1 em relacdo ao G2
(Figura 7).

G2 Gl G2 Gl
i) 1 ’
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Figura 7 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando os
quatro spots com diferenca de abundancia proteica significativa

De maneira geral, o genétipo de menores notas (G2) quando comparado
aos demais, ndo apresentou nenhum ponto proteico diferencialmente expresso
em comum nas trés comparacdes. Entretanto, os pontos proteicos foram mais e
menos abundantes em G2 comparativamente a G3 e G1, respectivamente. Esses
resultados podem indicar que a abundancia dos quatro spots em G1, que recebeu
notas mais altas, tenham alguma relagdo com a qualidade, Alternativamente,
pode-se inferir que a pouca expressdo desses peptideos no G2, de notas mais

baixas esteja corroborando para a auséncia de expressdo de sua qualidade. Da
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mesma forma, quando se faz a analise do Bourbon de notas mais altas (G1) em
relacdo aos demais genotipos, todos os spots com diferengas significativas na
quantidade proteica apresentam maior abundancia nesse genotipo em relagdo aos
outros. A maior expressdo dos spots em G1 pode estar associada a melhor
qualidade da bebida apresentada por este genétipo.

Nenhum spot em comum nas trés analises foi encontrado, porém alguns
spots foram diferencialmente expressos em duas analises, como o spot 1386 que
foi encontrado quando G1 foi comparado a testemunha (G4) e quando
comparado ao café de notas variaveis (G3), sendo sempre mais expresso em G1,
portanto o spot pode estar correlacionado ao aumento de notas na analise
sensorial.

Os spots 1149 e 722 foram diferencialmente expressos quando G1 foi
comparado a G2 e a G4. Em ambas as comparacdes, a maior expressao se deu
em G1, indicando que talvez exista uma relacdo desses com a melhor qualidade
de bebida, ja que G1 apresenta notas altas. Entretanto G4 em S&o Sebastido do
Grama teve uma nota superior a G1 mostrando com isso que talvez, o nivel de
expressdo dos spots em G4 seja mais adequado. Essa mesma explicacdo cabe ao
spot 2189 que mostrou diferengas de expressédo quando G1 foi comparado a G3
e G4.

4.1.3 Spotsmais relevantes

Nesse experimento, alguns pontos proteicos se destacaram por
apresentar maiores evidéncias de influéncia na qualidade da bebida. Como por
exemplo, o spot 715. Esse mostrou-se com diferenca de expressdo significativa
em todas as analises onde os Bourbons foram comparados a testemunha. Para
esse spot, 0s Bourbons apresentaram maior expressao em relacdo a testemunha,

podendo ser um spot responsivo pela Bourbon.
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Outro spot que pode estar influenciando na qualidade da bebida é o
1487, que foi diferencialmente expresso em trés comparacfes simultaneamente
(G2 x G1, G3 x G1 e G3 x G4), nas duas primeiras comparacdes a maior
expressdo desse spot foi no café de notas altas (G1). J& na comparacdo G3 x G4,
a maior expressdo foi na testemunha G4, que na andlise sensorial de Sdo
Sebastido do Grama apresentou notas ainda maiores que G1. Esses resultados
indicam que a maior expressao do spot 1487, pode estar associada a uma melhor
qualidade de bebida do café.

Os spots 1149 e 722 podem ser também indicativos de melhor
qualidade, pois foram encontrados em duas comparac@es envolvendo o café de
notas altas (G1), quando comparado ao café de notas baixas (G2) e a testemunha
(G4), sendo a maior abundancia proteica encontrada em G1 nos dois casos.
Entretanto, o G4 na andlise sensorial da cidade de Sdo Sebastido da Grama,
obteve uma nota superior a G1, mostrando que o nivel de expressdo diminuido
em relacdo a G1 talvez seja melhor para a qualidade.

O spot 2189 se destaca pelo mesmo motivo dos spots anteriormente
citados, entretanto ele se repete nas comparagdes: G1 x G4 e G3 x G4,
prevalecendo a maior abundancia em G1 no primeiro caso e em G4 no segundo,
ambos possuem notas mais altas na analise de Sdo Sebastido da Grama.

Estudos posteriores sdo necessarios para a identificagdo dos pontos
proteicos aqui destacados e dos demais que mostraram diferencas de expresséo,

podendo confirmar ou ndo, a relacdo desses com a qualidade de bebida.

4.2 Analises de cafés cultivados em Lavras

As analises protedmicas realizadas a partir dos cafés cultivados somente

em Lavras esdo descritas abaixo.
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4.2.1 Analise dos géis

Em geral, foi encontrada uma média de 114 spots nas amostras
analisadas. Os géis ndo apresentaram variagao grande com relagdo ao numero de
spots (Figura 8), sendo o gel correspondente ao café de notas variaveis (G3), o
que apresentou menor nimero, em média 106 spots, seguido pelo Bourbon de
notas baixas, com média de 110, Bourbon de notas altas (G1), média de 117 e
por fim, Mundo Novo, com média de 126 spots. Sendo assim, o café que
apresentou um namero maior de spots, é correspondente ao genoétipo utilizado
como testemunha. Isso se deve ao fato dos seus géis apresentam um grupo de
spots s6 definidos nesse gendtipo, ndo sendo encontrados nos demais como sera

demonstrado nas analises seguintes.

1 o : :

Ry

- = AT

Figura 8 Géis bidimensionais referentes ao: (A) café de melhor qualidade
sensorial — G1 , (B) café de menor qualidade — G2 , (C) café de
qualidade varidvel — G3 de acordo com o ambiente de cultivo e (D)
testemunha — G4
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4.2.2 Analises comparativas

Primeiramente o0s genotipos de Bourbon foram comparados a

testemunha e, em seguida, comparados entre si como demonstrado a seguir.

4.2.2.1 Testemunha (Mundo Novo) x Bourbons

Foram encontrados diversos pontos proteicos diferencialmente expressos

entre a testemunha e o0s genotipos de Bourbon.

4.2.2.1.1 Mundo Novo (G4) x Bourbon de notas altas (G1)

Apbs o alinhamento, 97,6% dos spots formaram grupos. E a partir da
andlise por porcentagem de volume, foram encontrados 18 spots com diferencas
guantitativas variando de 2X até 23X (Tabela 7).

Tabela 7 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de maiores Mundo Novo Variacao relativa
notas (G1) (G4)

790 0,28++ 0,14 2,00 X
1011 0,44++ 0,17 2,58 X
673 0,50++ 0,14 3,57 X
777 0,54++ 0,06 9,00 X
1167 0,05++ 0,01 5,00 X
816 1,16++ 0,33 3,51 X
2146 0,09++ 0,03 3,00 X
872 0,56++ 0,14 4,00 X
1300 1,39++ 0,28 4,96 X
935 0,75++ 0,28 2,67 X
715 0,54++ 0,18 3,00 X
1304 0,43++ 0,11 3,90 X
2160 0,3++ 0,06 5,00 X

“continua”
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Tabela 7 “conclusédo”

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de maiores Mundo Novo Variacéo relativa
notas (G1) (G4)
2162 0,2++ 0,04 5,00 X
813 0,26++ 0,05 5,20 X
867 0,56++ 0,14 4,00 X
2152 0,46++ 0,02 23,00X
1623 0,20++ 0,05 4,00 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

Em todos os spots, houve abundancia proteica maior no café de notas
mais altas em relacdo a testemunha (Figura 9). Quantitativamente o spot que
mais se destacou, foi o spot 2152, com um aumento de 23X no Bourbon em

relacdo a testemunha.

Figura 9 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando 0s
18 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

Comparando tais resultados com a mesma andlise realizada em S&o

Sebastido da Grama, nota-se aumento na quantidade de spots com diferencas
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proteicas significativas. Na analise realizada com as amostras de Séo Sebastido
da Grama, foram obtidos 7 spots, enquanto que nas andlises de Lavras, 17.
Dentre esses resultados, apenas um spot foi semelhante nas duas analises (715).
Porem, relacGes entre a variagcdo no nimero de spots diferencialmente expressos
e a qualidade ndo sdo conhecidas e ndo se mostram presentes nos resultados

desse experimento.

4.2.2.1.2 Mundo Novo (G4) x Bourbon de menores notas (G2)

Apbs o alinhamento, 94,16% dos spots formaram grupos. E a partir da
analise por porcentagem de volume, foram encontrados 11 spots com diferencas
guantitativas variando de 2,00X até 4,85X (Tabela 8).

Tabela 8 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Mundo Novo Bourbon de notas Variacgao relativa
(G4) mais baixas (G2)

2160 0,06 0,25++ 4,16
775 0,03 0,06++ 2
1304 0,11 0,41++ 3,72
669 0,03 0,18++ 6
867 0,14 0,56++ 4
822 0,35 0,75++ 2,14
1623 0,03 0,07++ 2,3
673 0,14 0,52++ 3,71
2162 0,04 0,17++ 4,25
714 0,02 0,07++ 3,5
1300 0,28 1,36++ 4,85

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

Nessa analise, todos os spots diferencialmente expressos apresentaram

uma abundancia proteica maior no tratamento Bourbon G2 em relacdo ao
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Mundo Novo (Figura 10). O spot 669 se destaca quantitativamente, por
apresentar um aumento no volume proteico de 6X no Bourbon.

Fazendo uma relagdo com a mesma analise realizada em S&o Sebastido
da Grama, nota-se uma grande variacdo no nimero de spots com diferenca de
abundancia proteica significativa, sendo que em Lavras, foram encontrados 11
spots e em Sdo Sebastido da Grama, 2 ndo havendo nenhum ponto proteico

comum entre elas.

G2 Testemunhal G2 Testemunhal

2160
|
- 1 822

1623 1623

1304 1304 6732
- . 673
- L
Sl & &

Figura 10 Detalhes comparativos de partes dos geéis bidimensionais, mostrando
0s 11 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.2.2.1.3 Mundo Novo (G4) x Bourbon de notas variaveis (G3)

Apbs o alinhamento 95,28% dos spots formaram grupos. E a partir da
andlise por porcentagem de volume, foi possivel a identificacdo de cinco spots

que apresentacdo uma variacdo diferencial entre 3,16X e 4,64X (Tabela 9).
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Tabela 9 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Mundo Novo Bourbon de notas variaveis  Variacdo relativa
(G4) (G3)
2158 0,14++ 0,04 3,50 X
1011 0,17 0,38++ 3,16 X
1305 0,80++ 0,20 4,00 X
803 0,07 0,31++ 4,42 X
1309 0,79++ 0,17 4,64 X

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.

De todos esses spots, em apenas 2 houve abundéncia proteica maior no
Bourbon (G3) em relacdo a testemunha Mundo Novo (Figura 11).
Quantitativamente, os spots que mais se destacaram foram 803 e 1309, com
aumento de 4,42X e 4,64X, respectivamente.

Comparando a quantidade de spots aqui encontrada com a mesma
analise realizada em Sao Sebastido da Grama, ndo houve uma grande variagéo,
j& que em nessa cidade foram encontrados 8 spots e em Lavras, 5, ndo existindo

nenhum spot em comum nas compara(;f)es.
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Figura 11 Detalhes comparativos de partes dos geéis bidimensionais, mostrando
os cinco spots com diferenca de abundancia proteica significativa

Fazendo uma analise geral entre a testemunha e os trés genotipos de
Bourbon, nenhum spot apresentou diferencas quantitativas nas trés analises
simultaneamente. Porém, houve pontos proteicos com diferengas de abundancia
em duas andlises, como o spot 1011 que esta presente na comparacéo entre G4 e
0 G3, sendo mais expresso em G3 que teve maior nota em Lavras e também foi
diferencialmente expresso na comparacgdo entre G4 e G1, sendo mais expresso
em G1 que é o gendtipo de notas altas. Esses resultados sugerem que este spot
possa estar relacionado com a melhor qualidade. Ja os spots 2160, 1304, 669,
1623, 673, 772, 2162, 1300 apresentaram diferencas quantitativas nas analises
entre G4 e Gle nas analises entre 0 G4 e G2, ficando dificil relaciona-los com a
qualidade, ja que apareceram tanto no café de melhor qualidade sensorial, como
no de menor. Outro ponto interessante, quanto aos spots com variacdo proteica
obtidos na analise, é que esses apresentam-se com maior abundancia proteica em

G1 e G2 quando comparados a testemunha, mas 0 mesmo ndo acontece com 0
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G3, onde, em média, existem mais spots com maior expressao na testemunha. O
mesmo resultado relacionado a variacdo de abundancia foi encontrado nas
primeiras analises, onde 0s mesmo gendtipos foram comparados, porém

cultivados em Sao Sebastido da Grama.

4.2.2.2 Analises entre Bourbons

Foram encontrados diversos pontos proteicos diferencialmente expressos

entre 0s genotipos de Bourbon.

4.2.2.2.1 Bourbon de notas variaveis (G3) x Bourbon de notas altas (G1)

Para a quarta andlise, foram utilizados os respectivos tratamentos, G3 e
G1. Apos o alinhamento, 96,2% dos spots formaram grupos. Com a comparacao
dos spots por diferenca de porcentagem de volume, foram encontrados 9 spots

com diferencas quantitativas variando de 2,05 X até 4,3X (Tabela 10).

Tabela 10 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de notas Bourbon de notas Variagao relativa
variaveis (G3) altas (G1)
715 0,24 0,54++ 2,25
707 0,03 0,11++ 3,66
804 0,06 0,20++ 3,33
1300 0,39 1,39++ 3,56
2149 0,72 1,48++ 2,05
935 0,30 0,75++ 2,5
1305 0,20 0,86++ 4,3
2161 0,02 0,10++ 5
1623 0,08 0,23++ 2,85

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
triplicatas.
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Nessa analise, os nove spots diferencialmente expressos apresentaram

uma abundancia proteica maior no tratamento G1 em relagdo ao G3 (Figura 12).

i

Gl G3 Gl G3
715 715 - 935

J J v
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Figura 12 Detalhes comparativos de partes dos geéis bidimensionais, mostrando

os 11 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

Fazendo uma correlacdo desses resultados com a mesma andlise

realizada em Sdo Sebastido da Grama, nota-se que o numero de spots

encontrados ndo teve muita variacao, sendo que em Lavras foram nove e em Séo

Sebastido da Grama, 10, com apenas um spot semelhante entre as analises

(1300). Mas o padrdo de predominancia de maior abundancia dos spots pelo

Bourbon de maiores notas (G1) foi mantido.
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4.2.2.2.2 Bourbon de notas variaveis (G3) e Bourbon de notas baixas (G2)

Apbs o alinhamento, 90,5% dos spots formaram grupos. Com a
comparagéo dos spots por porcentagem de volume, foram encontrados oito spots

com diferencgas quantitativas variando de 2,00 X até 6,00X (Tabela 11).

Tabela 11 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e um resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de notas Bourbon de notas Variacgao relativa
baixas (G2) variaveis (G3)
775 0,06++ 0,01 6,00
2158 0,15++ 0,07 2,14
673 0,52++ 0,20 2,6
2149 0,74 1,48++ 2,00
1148 0,22++ 0,07 3,14
822 0,75++ 0,33 2,27
804 0,14++ 0,06 2,33
1300 1,36++ 0,39 3,48

Nessa andlise, com excecdo do spot 2149, todos os demais
diferencialmente expressos apresentaram uma abundancia proteica maior no

tratamento G2 em relacdo ao G3 (Figura 13).
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Figura 13 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando
0s 8 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.2.2.2.3 Bourbon de melhores notas (G1) x Bourbon de notas baixas (G2)

Foram encontrados dois spots apresentando diferencas quantitativas em
relacdo a porcentagem de volume (Tabela 12). Ap6s o alinhamento, 90,22% dos

spots formaram grupos.

Tabela 12 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Volume relativo dos spots

SPOT Bourbon de melhores Bourbon de notas Variagao relativa
notas (G1) baixas (G2)

2170 0,08++ 0,02 4,00

1623 0,23++ 0,07 3,28

Os valores representam as médias da porcentagem de volume das proteinas em
riplicatas.
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Nos dois spots, houve uma abundancia proteica maior no Bourbon de

melhores notas (G1) em relacdo ao Bourbon de notas baixas (G2).

G2 G1

1623 1623

2170

Figura 14 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando
o0s 10 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

Quando se faz a anélise do Bourbon de melhores notas (G1) em relagdo
aos demais genotipos, todos os spots com diferencas na quantidade proteica
apresentam maior abundancia no genotipo em questdo. Esses dados reforcam a
afirmacdo das andlises de Sdo Sebastido da Grama, de que esse fato pode estar
associado a melhor qualidade da bebida apresentada por esse genétipo, além de
mostrar que nos dois ambientes onde foi cultivado, mesmo com as variagdes
edafocliméticas, o gendtipo manteve a maior expressdo das proteinas. Nessa
comparagdo geral, destaca-se um spot que mostrou diferengas quantitativas em
comum em duas andlises, o0 spot 1623, com maior expressao em G1, quando
comparado com G3 e G2, podendo ser mais um spot correlacionado a melhor
bebida apresentada por esse genétipo. J& com relagdo ao nimero de spots
diferencialmente expressos, quando se compara com a mesma andlise realizada
com amostras de Sdo Sebastido da Grama foram encontrados o dobro de spots,
ja que em Sdo Sebastido da Grama, foram num total de 4, ndo havendo nenhum

spot em comum entre as analises. A Tabela 13 é representativa da variagdo do
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namero de spots diferencialmente expressos entre as analises realizadas com o

genotipo em questdo nos dois ambientes.

Tabela 13 Variagdo no numero de pontos proteicos com diferencas de
abundancia entre as mesmas analises realizadas nas cidades de
Lavras e Sdo0 Sebastido da Grama Sao Sebastido da Grama

G1x G4 G2 xG1 G1xG3
Séo Séo Séo
Lavras Sebastido Lavras Sebastido Lavras Sebastido
da Grama da Grama da Grama
7 17 2 4 9 10

O gendtipo de Bourbon de menores notas (G2) quando comparado aos
demais, ndo apresentou nenhum spot diferencialmente expresso em comum nas
trés comparacBes, porém todos os spots assim considerados apresentaram
abundancia proteica maior no genotipo em questdo em relagdo ao gendtipo
Mundo Novo, ja em relagdo ao Bourbon de notas variaveis (G3), de oito spots
assim considerados, sete também sdo mais expressos no genoétipo em questao e
em relacdo ao Bourbon de notas maiores (G1), todos os spots sdo menos
expressos no G2. Alguns spots foram diferencialmente expressos em duas
andlises simultaneamente, na comparacdo entre G2 e a testemunha, e também na
comparagdo entre, G2 e G3, sdo eles: 775, 673, 1300, sendo que nos dois casos,
a maior expressdo foi em G2, talvez, esses spots podem ser responsaveis pela
menor qualidade de G2, porém a testemunha tem nota menor que G2 em Lavras,
porém uma diferenca pequena. Quanto ao ndmero de spots diferencialmente
expressos comparando a andlises da cidade de Lavras e S&o Sebastido da Grama,
uma maior variacdo s6 foi encontrada quando o genétipo em questdo foi

comparado a testemunha, como mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14 Variagdo no numero de pontos proteicos diferencialmente expressos
entre as mesmas analises realizadas nas cidades de Lavras e S&o
Sebastido da Grama

G1x G4 G2xG1 G1xG3
Sao Sao Sao
Lavras Sebastido Lavras Sebastido Lavras Sebastido
da Grama da Grama da Grama
11 2 2 4 8 6

Fazendo uma comparacdo geral, do genétipo Bourbon de notas variaveis
(G3), com os demais, isto €, Mundo Novo, Bourbon de notas maiores (G1) e
Bourbon de notas baixas (G2), observa-se que em geral 0s pontos proteicos com
diferencas de abundéncia sdo sempre menos expressos em G3. Nenhum ponto
proteico apresentou diferencas de expressdo em todos 0s casos. Entretanto,
houve semelhancas entre duas analises, como o spot 2158 que foi assim
considerado tanto na comparacgdo entre a testemunha e G3 como na comparacao
entre G3 e G2. Porém, uma explicacdo ndo é possivel, porque na comparagao
G3x G2, a maior expressdo € vista no genotipo de menores notas (G2), nesse
caso, seria plausivel afirmar que sua maior abundancia contribuiria para uma
bebida de menor qualidade, entretanto, na comparagdo G3 x testemunha a maior
expressao é vista na testemunha, que em Lavras teve maior nota (quadro 1) que
0 gendtipo, anulando essa explicacdo. J& os spots 804, 1300 e 2149 mostraram
diferencas na porcentagem de volume tanto na comparagdo G3 e G2 como na
comparacdo G3 e G1, porém, os spots 804 e 1300, ndo permitem relacdo com a
qualidade, j& que sdo mais expressos nos gendtipos de melhor e pior nota em
relacdo ao gendtipo variavel, ja o spot 2149, apresenta maior abundancia no
genotipo de notas variaveis quando comparado a G2 e menor abundancia
guando comparado a G1, podendo estar correlacionado a melhor qualidade da
bebida, ja que sua maior abundancia prevaleceu nos gendtipos que obtiveram
notas maiores nas duas compara¢Ges. Ndo houve grande variacdo quanto ao

namero de spots com diferenca significativa quando comparou-se as mesmas
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analises de Lavras envolvendo esse genotipo com Sao Sebastido da Grama como

representado na Tabela 15.

Tabela 15 Variacdo no nimero de pontos proteicos diferencialmente expressos
entre as mesmas analises realizadas nas cidades de Lavras e S&o
Sebastido da Grama

G1x G4 G2 xG1 G1xG3
Sao Sao Sao
Lavras Sebastido Lavras Sebastido Lavras Sebastido
da Grama da Grama da Grama
5 8 9 10 6 8

4.2.3 Spots candidatos mais relevantes

Alguns spots ddo maiores indicios de serem influenciadores na
qualidade da bebida dos cafés estudados. Destaca-se, o spot 1623 por ser
considerado diferencialmente expressos nas analises envolvendo o gendtipo de
melhor bebida (G1), com os demais Bourbons, sendo que esse foi sempre mais
expresso por tal genétipo. Entretanto, o mesmo spot ndo foi considerado
diferencialmente expresso nas analises com amostras precedentes da cidade de
Séo Sebastido da Grama.

Outro spot interessante € o 715, que nas analises de Sdo Sebastido da
Grama, manteve uma expressdo diferencial quando todos os gendtipos de
Bourbon foram comparados com a testemunha, mostrando que o spot foi sempre
mais expresso nos Bourbons. J& nas analises de Lavras, ao fazer a mesma
comparacdo, isto é, dos Bourbons com a testemunha, 0 mesmo spot s6 foi
considerado diferencialmente expresso na comparacdo entre a testemunha e o
gendtipo de melhor qualidade de bebida (G1), sendo que com relacdo a variacdo
da abundancia, o padrdo de Sdo Sebastido da Grama foi mantido, onde o café de
melhor nota apresenta maior expressdo que a testemunha. Esse resultado, pode

significar que, independente do ambiente, o genétipo de melhor nota (G1)
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mantém uma maior expressdo desse spot, 0 que ndao acontece com os Bourbons
de notas varidveis (G3) e de notas baixas, (G2), que no ambiente de Lavras
(menos favordvel que Sdo Sebastido da Grama), ndo mostraram diferencas
guanto ao volume do spot em relacdo a testemunha. 1sso pode significar que esse
spot pode estar relacionado com a bebida inferior por eles produzida, devido a
auséncia de uma maior expressao.

O spot 2152 também é curioso, por ter sido 23x mais expresso em G1

guando comparado a testemunha.

4.3 Analises Comparativas entre os cafés cultivados nas cidades de S&o
Sebastido da Grama e Lavras

Foram encontrados diversos pontos protéicos diferencialmente
expressos nas comparacdes entre um mesmo genotipo quando cultivado

nas duas regides diferentes, como mostrado abaixo.

4.3.1 Bourbon de notas altas (G1) cultivado em Lavras e em S8o Sebastido
do Grama

Nesta analise foram encontrados cinco spots apresentando diferencas
guantitativas em relacdo a porcentagem de volume (Tabela 16). Ap6s o
alinhamento, 92,06% dos spots formaram grupos.

Dentre as andlises comparativas entre 0s ambientes, esta foi a que
apresentou um maior nimero de pontos proteicos considerados diferencialmente
expressos. Verifica-se que houve uma maior abundéncia proteica no ambiente
Sdo Sebastido da Grama, onde G1 apresentou notas ligeiramente mais baixas em
relacdo a Lavras (Tabela 1). Portanto, ainda que esses spots ndo tenham se
associado diretamente a maior nota, é provavel que eles sejam expressos em
genotipos de boa qualidade de bebida, uma vez que as notas entre as duas

localidades ndo foram discrepantes.
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Tabela 16 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e um resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Bourbon de notas altas - G1
Volume relativo dos spots

ot S&o Sebastido da Variagdo relativa
Lavras
Grama
2193 0,06 0,20 ++ 333
2195 0,03 0,07 ++ 233
2171 0,07 0.38 ++ 5.4
2174 0,06 0.25 ++ 416
2189 0,03 0,17 ++ 566

Esses dados podem ser reforcados, quando se faz uma comparagdo ao
aos resultados das andlises dos genoétipos cultivados apenas na cidade de S&o
Sebastido da Grama, onde o spot 2189 se destacou por apresentar diferencas de
expressdo em duas comparacdes, G1 x G3 e G1 X G4. Em ambas as situacdes a
maior expressdo se deu em G1, mesmo na cidade de Lavras, onde G4 obteve
maiores notas que G1. Esse resultado indica que o spot 2189 apresenta sua maior
expressao nos genotipos de maior nota, e que o nivel de expressdo ideal capaz de
resultar em notas melhores, é o que esta presente em G4. A Tabela 22 ilustra
essa suposicdo, pois esse spot foi mais abundante quando G1 foi cultivado em
Séo Sebastido do Grama. Entretanto G1 apresentou nota sensorial mais alta na
cidade de Lavras, mostrando com isso que sua expressdo em niveis ndo tao altos

propicia uma bebida de qualidade superior.
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G1 cultivado | G1 cultivado| G1 cultivado| G1 cultivado
em SSG em Lavras

2193
2193

Figura 15 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando
os cinco spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.3. 2 Bourbon de notas baixas (G2) cultivado em Lavras e S&o Sebastiéo da
Grama

Foram encontrados dois spots apresentando diferencas quantitativas em
relacdo a porcentagem de volume (Tabela 17). Apés o alinhamento, 86,8% dos

spots formaram grupos.

Tabela 17 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e um resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Bourbon de notas baixas — G2
Volume relativo dos spots

SPOT SA0 Sebastiao da Variacao relativa
Lavras
Grama
673 0,52 ++ 0,26 2,00
652 0,24 0,63 ++ 2,62

Nos pontos proteicos considerados diferencialmente expressos, nao
houve uma predominéncia de maior abundancia em um determinado ambiente
(Figura 16). Sugere-se que 0 ponto proteico 673, de maior expressdo em Lavras

possa estar contribuindo para a maior nota nesse ambiente encontrada na analise
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sensorial. Porém, devido ao fato desses spots ndo apresentarem diferencas
quantitativas nas demais analises entre 0s ambientes, sugere-se que esses pontos
proteicos aqui citados, estejam eles apresentando maior ou menor expressdo em
cada ambiente, podem estar influenciando de forma negativa na qualidade da
bebida.

Resultados obtidos na comparagdo dos gendtipos quando cultivados
apenas na cidade de Lavras, corroboram com essa explicacdo, onde o ponto
proteico 673 foi considerado diferencialmente expresso em duas comparag6es
envolvendo o gendtipo de menores notas (G2), sendo elas, G4 x G2 e G3 x G2.
Nos dois casos, esse ponto proteico foi mais expresso em G2, porém a
testemunha G4, apresentou notas inferiores a G2 em Lavras, mas com uma

diferenca pequena.

G2 cultivado | G2 cultivado

em 585G em Lavras
673 673
-

o

Figura 16 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando
0s 2 spots com diferenca de abundancia proteica significativa

4.3. 3 Bourbon de notas variaveis (G3) cultivado em Lavras e em S&o
Sebastido do Grama

Foi encontrado apenas um spot apresentando diferenca quantitativa em
relacdo a porcentagem de volume (Tabela 18). Ap6s o alinhamento, 92,22% dos

spots formaram grupos.
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Tabela 18 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e um resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Bourbon de notas baixas — G2
Volume relativo dos spots

oot S&0 Sebastizo da Variagéo relativa
Lavras
Grama
1619 0,76 ++ 0.28 571

A presenga de apenas um spot diferencialmente expresso nesta analise
(Figura 17), talvez possa ser relacionada a auséncia de um grupo de proteinas
nesse gendtipo que influencie diretamente na qualidade final da bebida, ja que
esse gendtipo foi o que apresentou uma variacdo de notas de acordo com seu
ambiente de cultivo. Espera-se que caso houvesse tal grupo, o0s spots
apresentariam uma diferenca na sua expressdo de acordo com o ambiente. O
mesmo spot (1619), ndo teve diferenca de expressdo nas analises dos genotipos
guando cultivados somente na cidade de Lavras e somente em S8o Sebastido da
Grama.

E sabido que nem todas as proteinas sdo benéficas a qualidade da
bebida, podendo algumas serem capazes de causarem transformacgdes negativas
guando expressas em niveis inadequados. Amorim (1978) afirma que as
proteases sdo responsaveis por algumas transformacdes quimicas negativas que
ocorrem no gréo colaborando. Sendo assim, a maior expressdo desse tendo
ocorrido em Lavras, pode ser uma resposta ao ambiente menos favoravel,

fazendo com que diminua a qualidade.
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G3 cultivado ] G3 cultivado
em 550 em Lavras
1619 1619

Figura 17 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando o
spot com diferenca de abundancia proteica significativa

4.3.4 Mundo Novo (G4) cultivado em Lavras e Sebastido da Grama

Foram encontrados cinco spots apresentando diferencgas quantitativas em
relacdo a porcentagem de volume (Tabela 19). Ap6s o alinhamento, 89,6% dos

spots formaram grupos.

Tabela 19 Volume relativo dos spots das proteinas responsivas aos tratamentos,
com aumento quantitativo de pelo menos 2X e um resultado
significativo no teste t-student (p <0,05)

Mundo Novo (Testemunha)
Volume relativo dos spots

SPOT SA0 Sebastizo da Variagao relativa
Lavras
Grama

777 0,07 0,32 ++ 457 X

867 0,14 0,29 ++ 2,07 X

2162 0,04 0,14 ++ 35X

1309 0,75 ++ 0,18 4,16 X

1335 0,03 0,11 ++ 3,66 X

Os dados mostram que dos cinco spots diferencialmente expressos,
apenas um apresenta uma maior abundancia nos géis de Sao Sebastido da Grama
em relacdo a Lavras (Figura 18), sendo que G4 apresentou melhores notas na
primeira cidade.

Fazendo uma correlagcdo com os resultados da anlise feita com os cafés

cultivados em Lavras o spot 777 foi diferencialmente expresso na comparacao
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entre testemunha (G4) e café de notas altas (G1). Sendo a sua maior expressao
em G1, isso mostra que talvez sua maior expressdo, tenha colaborado para a
melhor qualidade da bebida expressa em G1. Segundo Fazuoli et al. (2005), o
cultivo de Bourbon é indicado em regides com altitudes acima de 1000m,
estando o ambiente Sdo Sebastido da Grama a uma altitude mais favoravel
(1300m) que a cidade de Lavras (950m) para o plantio de café de qualidade
superior e se apos a identificacdo desses spots estes forem correlacionados a
qualidade da bebida, faz sentido que a maior expressao seja encontrada em tal
ambiente.

O spot 867 também pode ser correlacionado, pois nessa analise sua
maior expressdao foi no gendtipo que teve melhor nota (G1 cultivado em Séo
Sebastido da Grama), o mesmo foi visto nas andlises dos cafés cultivados
somente em Lavras e somente em Sdo Sebastido da Grama. Nas analises
comparativas onde os genotipos foram comparados sendo cultivados somente
em Lavras, o spot foi sempre mais expresso no genétipo de maior nota,
corroborando com essa afirmagdo. Assim, foi diferencialmente expresso na
comparagéo entre G4 e G1, com maior expressdao em G1 e na comparagao entre
G4 e G2, onde a maior expressao foi em G2, que mesmo sendo o café que
manteve notas baixas trés ambientes da analise sensorial, em Lavras, teve uma
nota maior que a testemunha. J& nas analises somente de Sdo Sebastido da
Grama relacionadas a testemunha, o spot 867 sé foi diferencialmente expresso,
guando a testemunha foi comparada ao geno6tipo que apresenta variagfes de nota
entre os ambientes (G3), sendo que a maior expressao foi em G4 que teve nota
mais alta da cidade de Lavras.

O spot 2162 na presente andlise foi mais abundante no genoétipo que
obteve melhor nota (G1 cultivado em Sdo Sebastido da Grama), o0 mesmo foi
visto nas andlises dos gendtipos cultivados somente em Lavras, onde foi

considerado diferencialmente expresso quando a testemunha (G4) foi comparada
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a G1, onde a abundancia proteica foi maior em G1 e quando comparado a G2,
sendo a maior abundancia proteica em G2 que apesar de ser o gendtipo que
manteve notas ruins na analise sensorial, na cidade de Lavras, apresenta nota
maior que a testemunha.

Ja o spot 1309 que aqui se mostrou mais abundantes no gendtipo de
menor nota (G4 cultivado em Lavras), também apresentou esse padrdo nas
analises dos gendtipos cultivados somente em Lavras. Nas analises dos
gendtipos cultivados somente em Lavras, o ponto proteico 1309 foi
diferencialmente expresso somente quando a testemunha (G4) foi comparada ao
gendtipo de notas varidveis (G3), sendo mais abundante na testemunha (G4),

que teve maior nota que G3.

G4 cultivado | G4 cultivado | G4 cultivado| G4 cultivado
em SSG em Lavras |em 55G em Lavras

777 777 S

1335 1335

Figura 18 Detalhes comparativos de partes dos géis bidimensionais, mostrando
0s cinco spots com diferenga de abundéncia proteica significativa

Resultados interessantes foram encontrados nessa andlise, devido a
presencga de spots que s6 se definem nos géis referentes a testemunha cultivada
em Lavras, impossibilitando a anélise diferencial, ja que ndo estdo presentes nos
demais géis, mas podendo citd-los como ausentes (Figura 19). Sdo possiveis
algumas suposi¢des para o fato, como por exemplo, alguma falha na técnica

durante a eletroforese bidimensional, mas seria muito inviavel que isso se
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repetisse em triplicata. Uma abundancia maior na quantidade de proteinas
também pode ser uma justificativa, fazendo com que essas se definam melhor, ja
que a eletroforese bidimensional ndo é tdo sensivel na deteccdo de spots muito
pequenos (LANCAS et al., 2003). Entretanto, também é plausivel que esses

pontos proteicos possam realmente estar presentes somente nesses geéis.

Mundo Novo- 55G Mundo Movo - Lavras
- A -
-
—_— — -
A B
e

Figura 19 Detalhes dos spots s6 definidos nos géis referentes ao Mundo Novo
cultivados em Lavras destacados pela seta. A figura de letra A,
representa o gel do gendtipo cultivado em Séo Sebastido da Grama e
a figura B, 0 mesmo cultivado em Lavras

Outro fato importante encontrado nessa analise foi a auséncia de alguns
spots nos géis de Lavras, que de acordo com a literatura, pode-se inferir como
sendo proteinas de reserva. Segundo Koshino et al. (2007) o fruto de café
contém tecidos especializados para a deposicdo de proteinas de reserva durante a
maturacdo, sendo estas as mais predominantes nos grdos apos o
desenvolvimento. Os autores ainda afirmam que as proteinas de reserva 11S sdo
as globulinas mais abundantes na semente de café agindo como fonte de
nitrogénio nas reacBes de torra e garantindo o sabor e aroma caracteristicos.
Entretanto, Montavon, Mauron e Duruz (2003) afirmam que ainda ndo ha
evidéncias concretas de que proteinas de reserva das sementes de café possam
agir como precursores de aroma e sabor através de sua degradacdo por proteases
especificas. Os spots de proteinas de reserva devido a sua abundancia, muitas

vezes sdo indefinidos, apresentando certo arraste e impossibilitando as analises
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diferenciais, porém, nos geéis referentes a testemunha cultivada em Lavras, é

nitida a auséncia de um desses spots (Figura 20).

Isso ndo é uma grande

surpresa, ja que a variedade Mundo Novo é o Unico fruto vermelho nas analises

e é sabido que frutos vermelhos e amarelos respondem de formas diferenciadas a

acao do ambiente.

J.
Vol

Fe?

=3

Figura 20 Detalhes mostrando a auséncia de Spots supostamente de reserva no
Mundo Novo cultivado em Lavras destacados pela seta. A figura de
letra A, representa o gel do gendtipo cultivado em S&o Sebastido da
Grama e a figura B, 0 mesmo cultivado em Lavras.
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6 CONCLUSAO

a)

b)

d)

e)

9)

N&o foi possivel relacionar nimero de spots com diferencas
significativas de abundancia proteica e a qualidade de bebida.
Foram obtidos diversos spots diferencialmente expressos entre 0s
gendtipos.

Em ambas as localidades, o0s gendtipos Bourbons
independentemente das notas recebidas na avaliacdo sensorial
apresentaram, de maneira geral, maior abundancia proteica nos
pontos proteicos diferencialmente expressos em relagdo ao Mundo
Novo.

Nas duas localidades a analise individualizada dos spots revelou
gue houve maior abundancia dos spots em G1 quando comparado
aos outros gendtipos. Esses spots, provavelmente poderdo ser
utilizados como marcadores genotipicos de cafés com alta
qualidade de bebida.

Na comparagédo entre Bourbons da maior (G1) e menor (G2) notas
todos os pontos proteicos considerados diferencialmente expressos,
apresentaram maior abundancia no primeiro, podendo estar
associados com maiores notas de qualidade sensorial.

Supde-se que 0 genotipo com variacbes de notas na analise
sensorial (G3), ndo tenha nenhum grupo de proteinas que
caracterizam a qualidade de bebida.

Alguns spots apresentaram maiores evidéncias de que contribuem
para uma melhor qualidade da bebida, como por exemplo, 1623,
715, 2193, 2195, 2171, 2174, 2189, 777, 867 e 2162



77

h) Os spots 1309, 673 e 652 apresentaram fortes evidéncias de que

)

contribuem negativamente na qualidade da bebida.

Na comparagdo entre os ambientes, em média, 0S spots que
apresentaram diferencgas significativas de abundancia protéica séo
mais expressos na regido mais favoravel (Sdo Sebastido da Grama).
Esse experimento permite que varios outros sejam idealizados a
partir de seus resultados e da continuidade do presente trabalho,

com a identificacdo dos spots
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